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論文内容の要旨
E目　的ヨ
Scid（重症複合免疫不全症）マウス細胞は、DNA依存性プロテインキナーゼ（DNA－PK）の活性
欠損で、電離放射線に高感受性であり、放射線誘発DNA二本鎖切断の修復能に低下が認められて
いる。このScidマウス由来繊維芽細胞と、対照として二本鎖切断修復能が正常なBalb／C3T3繊維芽
細胞を用いて放射線や薬剤により諌発されるアポトーシスの比較を行った。
【方　法】
1．使用した細胞：Scidマウス胚由来SCIK繊維芽細胞、Balb／C3T3繊維芽細胞、Scidマウス胚由来
でSV40で形質砿換されたSC3VA2細胞および放射線ハイブリット法によりSC3VA2細胞にヒト8
番染色体を移入し放射線感受性が正常にもどっているRD13B2細胞を用いた。
2．生存率測定：対数増殖期のScid細胞とBalb／C3T3細胞を室温でⅩ線と紫外線照射した後、細胞を
トリプシン処理した。細胞数を計測した後、適当数をシャーレにまき、8－10日間の培養後にコ
ロニp数を計数し、生存率を罪出した。薬剤処理は37℃で、etOPOSideとcisplatinの場合は1時間、
bleomycinの場合は2時間の処理を行った。
3．アポトーシス測定：照射や薬剤処理後、経時的にすべての細胞を回収し（シャーレ上の細胞を
トリプシンではがし、培養液中の細胞とともに回収）、培養液で洗浄後、PI染色液で染色した。
アポトーシスの判定は、顕微鏡下で行い、クロマチン凝縮と核の断片化を指標とした。また、ア
ポトーシスのもう一つの指標であるDNA断片化の判定にはTUNEL法を用いた。
【結　果ヨ
1．放射線や薬剤に対する感受性：SCIKおよびSC3VA2はともに対照のBalb／C3T3に比べて放射線
高感受性を示した。RD13B2は、DNA－PK触媒サブユニット遺伝子領域を含むヒト8番染色体断
片を持つために予想通り放射線感受性が正常であった。1％生存率を引き起こすのに必要な放射
線量は、SCIK、SC3VA2では3．9および4．3Gy、また、Balb／C3T3、RD13B2では8および8．8Gyで
あった。このことは、Scid細胞が正常細胞に比べおおよそ2倍の放射線感受性をもつことを示し
ている。Scid細胞はまたⅩ線型の傷害を作ることで知られるbleomycinに対しても高感受性を示し
た。Ⅹ線の場合と同様、RD13B2のbleomycin感受性は正常なものに回復していた。一方、
etoposide、Cisplatin、UVなどⅩ線型以外の傷害を起こすものを処理した場合、Scid細胞の感受性
は正常なものとほとんど変わりがなかった。
2．放射線や薬剤により誘発されるアポトーシス：それぞれの細胞にⅩ線を5Gy照射し、経時的に
アポトーシスを調べたところ、どの細胞においてもアポトーシス出現頻度は照射後の培養時間に
依存し、48－72時間でピークに達することがわかった。ピーク時に、Scid細胞ではおよそ30％－35
％のアポトーシスが観察されたが、Balb／C3T3ではアポトーシスは5％以下であった。いろいろ
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なⅩ線量を細胞に与え、照射後48時間後にアポトーシスを調べたところ、線量に依存してアポトー
シス頻度が増加した。10Gyの照射によって、Scid細胞では半数以上（55％－60％）がアポトーシ
スを起こしていた。I3alb／C3T3ではアポトーシスはわずか10％未満であった。次に、他の処理に
よるアポトーシス誘導について錮べた。同じ生存率を与える（bleomycinでは0．2、etOPOSide、Cisp
latin、UVでは0．01）量を選び処理した後、48時間後にアポトーシス頻度をみた。その結果、Scid
細胞ではⅩ線の場合と同様bleomycin処理により高頻度でアポトーシスを起こすことがわかった。
一方、etOpOSide、Cisplatin、UVによるアポトーシス誘導はScid細胞でBalb／C3T3に比べ常にわずか
ではあるが1．4－1．5倍高いことが観察された。なお、PI染色法とTUNEL法の結果はほぼ一致した。
【考　察】
DNA依存性プロテインキナーゼ（DNA－PK）の活性欠損によりDNA二本鎖切断修復能の低下が
観察されているScid細胞がⅩ線とbleomycinに対し高感受性を示すことが確認された。一方、
etoposide、Cisplatin、UVに対する感受性はBalb／C3T3細胞と変わらないことが明らかになった。こ
のことはDNA－PKがⅩ線型傷書に関与することを示唆している。次に、アポトーシス誘導について
みると、生存率の場合と同様、Scid細胞において、Ⅹ線、bleomycinで処理した場合に限り高い頻度
でアポトーシスを起こすことがわかった。通常、培養繊維芽細胞はアポトーシスを起こしても頻度
は大変低いものである。本研究では、Scid変異（おそらく修復されずに残った二本鎖切断）が、織
維芽細胞にでさえ極めて高率にアポトーシスを起こさせることをはじめて示すことができた。この
ことは、二本鎖切断が単にアポトーシス誘導のきっかけとして働いていること以外におそらくアポ
トーシスの過程そのものに重要な役割を果たしていることを示唆している。実際、DNA二本鎖切
断を起こさないものによってアポトーシスの過程で鎖切断の起こることは明らかであり、また、そ
れがTUNEL法の原理でもある。われわれのデータをみるかぎり、etOPOSide、Cisplatin、UV処理など
直接鎖切断を起こさない処理の場合にも、Scid細胞でのアポトーシス誘導は対照のBalb／C3T3のも
のよりも常にわずかではあるが高い。
【結　論】
ここでは、培養級維芽細胞において、Scid変異によりⅩ線とbleomycinによるアポトーシス誘導が
効率よく起こることをはじめて明らかにした。このことはDNA二本鎖切断修復が単にアポトーシ
ス誘導の原因となる切断の修復に関与するのみでなく、アポトーシスの過程で起こる切断修復にも
関与していることを示唆している。
論文審査の結果の要旨
本研究は、DNA二本鎖切断修復欠損であるScid繊維芽細胞と、二本鎖切断修復能が正常なBalb／
C3T3繊維芽細胞を用いて放射線や薬剤により誘発されるアポトーシスの比較を行ったものである。
Scid細胞はⅩ線とbleomycinに対し高感受性を示した。また、etOPOSide、Cisplatin、UVに対する感
受性はBalb／C3T3細胞とほとんど変わりがなかった。さらに、Scid繊維芽細胞はBalb／C3T3繊維芽細
胞に比べてⅩ線とbleomycinによるアポトーシスに対する感受性が極めて高かった。一方、直接DNA
二本鎖切断を起こさないetoposide、Cisplatin、UVによるアポトーシスに対しては、Scid繊維芽細胞
の感受性はわずかに高かった。
以上の研究は、培養繊維芽細胞において、Scid変異によりⅩ線とbleomycinによるアポトーシス誘
導が効率よく起こることをはじめて明らかにしたものである。このことはDNA二本鎖切断修復が
単にアポトーシス誘導の原因となる切断の修復に関与するのみでなく、アポトーシスの過程で起こ
る切断修復にも関与していることを示唆するものであり、博士（医学）の学位論文として価値ある
ものと認める。
なお、本学位授与申請者は、平成11年2月2日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められたものである。
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